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DESCRIPTION 



jointe a tine demande de 



BREVET BELGE 



dSpos^e par la societe dite : 



tlARBEX FINANCE LIMITED 



ayant pour objet: Proced^ de preparation de chowdroXtines- 

sulfates de metaxix alcalins-et alcalino- 
terreux d»\m poids moleciilaire de 3000 k 
6000 
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La presente invention concerae un precede poiir 
la preparation de chondroltines-sxilf ates de mStaux alca- 
lins et alcalino-terreux de grande purete et avec des 
poids moleculaires de I'ordre de 3000 & 6000 • 

9 

Les chondroltines-siilfates ou esters de I'acide 
sxilftirique d'xm polysaccharide compost de proportions 
equimolaires de N-ac^tyl D-galactosamine et d'acide 
D-glucuronique sont couramment employes dans le traite- 
ment therapeutique ou prophylactique de I'ath^ro sclerose 
et des affections rhumatismales d'origine inflainmatoire 
et pour accelerer la guerison de plaies et de "blesstires 
faites avec un dLnstrument trenchant. 

Siiivant le mode de preparation et la techni- 
que de purification utilises,, le poids moldculaire 
de ces chandroltines-sulfates varie generalement entre 
plusieurs dizaines de miliers et plusieurs millions; 
les substances employees dans les preparations pharma- 
ceutiques possedent normalement xin poids moleculaire 
de I'ordre de 20 000 Si 50 000. 

Or, il s'est avere que les chondroltines- 
sulfates sous forme de sels de metaux alcalins ou 
alcalino-terreux d'tm poids moleculaire plus rdduit 
sont nettement plus efficaces que les substances analo- 
gues d'tin poids moleculaire plus 61eve» Les chrondrol- 
tines-sulfates a bas poids moleciilaire sont jusqu»k 
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present obtenus a partir des preparations du commeree 
par diverses techniques d»hydrolyse, mais letir degre 
de purete laisse encore a desirer, et leur administra- 
tion par voie intraveineuse ou parenterale peut provo- 
guer un choc anaphylactique , 

La demanderesse s'^tait par consequent 
fixee comme hut de developper un proced^ permettant 
de preparer, & l»lchelle industrielle, a partir de la 
substance brute actuelleaent disponible pu k partir de 
substances interm^diaires, des chondroltines-sulfates 
d»un poids moleculaire de I'ordre de 3000 a 6000 d»un 
degre de purete aeve et convenant pour I'administra- 
tim par voie intraveineuse ou parenterale sans risque 
d'effets ind^sirables. 

Confonnsment a 1' invention, le precede de pre- 
paration de sels de m^taux alcalins et alcalino-terreux 
de l»acide chhondroltine-sulfurigue de has poids mole- 

* 

culaire et d»une grande purete consiste k soumettre la 
solution aqueuse d«un chondroltine-sulfate brut, traite 
au prealable avec du kaolin et du charbon active, a 
une hydrolyse k temp&'ature accrue par l*acide trichlor- 
acetique et l»acide chlorliydrigue, k £iltrer la solution 
r^actionnelle apr^s reffoidissement et addition de 
charbon active, k ajuster le pH du filtrat entre 5 et 6 
a I'aide d«un c arbonate de metd alcalin ou alcalino- 
terreux, a separer le sel forme aprfes addition d»un 

alcool et k recristalliser le sel s^par^- dans un alcool 
aqueuz. 



« • • • 
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Le mode operatoire pour la preparation d^un 
chondroltinfc-sulfate de calcium de bas poids moleculaire 
et d^une grande pxirete a partir d'un cbondroltine- 
sulfate brut est decrit ci-apr^s* 

La solution aqueuse d'un chondroltine-sulfate 
brut est traitee a 5 reprises avec du kaolin, p\ais a 
5 reprises avec du charbon active, chaque traitement 
etant suivi d»une filtration ou centrifupcation, Le dernier 
filtrat est ensuite soumis a une elution sur ime colonne 
de resine Dowex 50Vf-X1 et I'eluat est concentre a pres- 
sion reduite et a une temperature inf erietire a 40**C jus- 
qu»a l^obtention. d^une solution a 10^ en acide chondrol- 
tine-sulfurique. A cette solution, on ajoute ensuite 
de 1» acide trichloracetique et de 1» acide chlorhydrique 
en des proportions suffisantes pour obtenir une concen- 
tration 0,5 molaire en cbacim de ces acides* Apres un 
chauffage de 5 heures entre 70 et SS^'C, la solution est 
rapidement re£roidie et filtrde apres addition de charbon 
active* Le pH du filtrat est ensuite a^uste entre 5 et 6 
par addition de carbonate de calcium, le chondroltine- 
sulf ate de calcium etant precipite par addition de 6 vo- 
lumes d-ethanol aqueux a 95?^. Le precipite s^pare est 
redissous dans de l»eau, la solution aqueuse est traitee 
avec du charbon active et filtree et le sel separe est 
cristallise dans de l^ethanol aqueux 95?^. 

Le sel de calcium ainsi pr^are peut Stre dis- 
sous dans I'eau et de 1» acide chondroltine-^ sulfur ique 
libre obtenu par traitement de cette solution avec \me 
resine Dowex 50W-X1* En concentrant un echantillon de 
cette solution sous vide, k une temperature inferieure 



a 40**C, jusqu'k line teneur en acide de 10^, et en 
y ajoutant du carbonate de soditua, I'additio:' de 
6 volumes d'^thanol aqueux k 35 % provoque la preci- 
pitation de chondroltine-sulfate de sodium, qui peut 
§tre separiS par centrifugation. Le tableau 1 ci-apres 
resume les poids mol^.culaires, determines par voie 
osmometrique, et les teneurs en azote, en soufre et 
en hexosamine, de chondroltines-sulfates de sodiiun, 
pr^pso^^s par le prpced6 ci-dessus k partir de 10 dchan- 
tillons diff brents d* acide chondroltine-sulfurique brut. 

absence de matieres prot^Iques est confirmee par \m 
essai au bitiret et par I'essai de havxj. 



• 
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TABLEAU I 

R^sultats de 1' analyse d»echantillons dt* chondrol- 
tine-sulfate de sodim purifi^ 



Preparation 


Folds 
moleisulalre 


N 


s 

(^) 


Hexosamlne 


1 


5800 


5,16 


4,14 


16,7 




6100 


5,18 

• 


4,31 


16,9 


3 


, ... 

4600 


5,20 


4,37 


17,7 


4 j 4800 ] 


5,12 


4,41 


17,3 


I ! 

5 I 4400 1 5,17 


4,17 


17,2 


• 

6 ; 5300 1 


5,14 


4,24 i 16,8 



5500 



5,13 ! 4,65 



17.11 



8 



4000 



t 1 
9 i 4200 j 5,27 


1 

4,18 ! 16,9 


. 10 ! 4500 I 5,19 


1 

4,21 j 17,0 



Le proced6 suivant I'invention est illustre 
par l^exemple non limltatif d'lin mode de mlse eu oeuvre 
ci-apr&s. 

• ' • . • * 

50 kg d'un chozxdroltine-sulfate de sodiiun 
brut du commerce sent dissous dans 500 1 d'eau et 
cette solution est agltde k 5 reprises pendant 60 mn 
a;vec 56 ig. de kaplin,^ .C^ traiteaent au kaolin , eat 
kiiyi .d«une;o^ de kaolin . . 




Ifais. La solution centrifug^e est ensiiite r'^itee ^ 
cinq reprises pendant 60 mn avec 5 kg de charbon active, 
chaque trait ement etant suivi d'une filtration et de 
1» addition de charbon firais. Le dernier fiitrat, par- 
faitement limpide, est ensuite elue sur una colonne de 
r^sine Dovex 50W-X1, I'eluat d«un volume d'^viron 
3000 1 6tant concentre sous un vide de 100 mm de Hg et 
a une tenqperature inferieure a 40®C jusqu»a un volxame 
residuel de 500 1. 

Aprfes addition de 40 g d'acide trichloraceti- 
que et de 50 1 d'acide chlorhydrique aqueux k 36%^ la 
solution est chauffee pendant 5 heures a 75^C, puis ra- 
pidement refroidie vers 25°C, 

La solution reactiozmelle est ensuite soumise 
k nouveau a 5 reprises a une agitation de 60 mn avec 
50 kg de kaolin et a 5 reprises a une agitation de 60 mn 
avec 5 kg de charbon active, de la maniere decrite plus 
hauty chaque trait ement etant suivi d'une centrlfugation 
ou filtration* 

Le pH du dernier filtrat limpide est ensuite 
a3ustS §1 5,3 par addition de 901 g de carbonate de cal- 
cixzm solide. En I'espace de 2 heires, on ajoute ensuite 
2500 1 d'Sthanol aqueux k 955^, et apres 6 heures d^agir 
tation, le chondroltine-sulfate de calcium preclpit^ est 
separe par centrifugation* Les 40 kg du produit blanc 
sec obtem sent dissous dans 40 1 d'eau, on y a;)oute 
2 kg de charbon active, filtre la solution et dilue le 
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filtrat par 1« addition en I'espace de 2 heures de 

2000 1 d'ithanol aqueux a 95 ?». 

Aprfes 6 heures d » agitation, on s^pare par 
filtration 34 kg de chondroltine-sulfate de calcium 
sec sous forme d'un produit blanc, dont la solution 
dans 200 1 d'eau est soumise & une elution sur de la 
r^sine Dowex 50V;-X1. Apres concentration des 1500 1 
d'^luat sous vide et h une tonp^rature inferieure h. 
40*0 3usqu*5. un volume residuel de 300 1, on ajoute 
.10 kg de carbonate de sodium et 1500 1 d*^thajaol 
aqueux k 95^. Apres 6 heures d'tine agitation moderee 
de la solution, on rScolte par centrifugation 32 kg 
de chondroItine-stLLfate de sodium pur, L' analyse du 
compose aisisi obtenu correspond a celle donnee dans 
le tableau I poiir la preparation 1 . 

REVEHDICAIIONS 

1.- Precede de preparation de sals de metaiix 
alcalins et alcalino-terreux de I'acide chondroltine- 
sulfUrique de bas poids moleculaire et d»une grande puret^ 
par hydrolyse acide It temperature accme, caract^rise 
en ce que I'on soumet la solution aqueuse d»\an chondrolti- 
ne-sulfate brut, traite au prealable avec du kaolin et 
du charbon active, & une hydrolyse par 1« acide trichlor- 
ac^tique et I'acide chlorhydrlque, on filtre la solution 
r^actionnelle apres refroidissement et addition de char- 
bon active, on ajuste le pH du filtrat entre 5 et 6 & 
I'aide d'un carbonate de metal alcalin ou alcalino- 
terreux, on separe le sel form^ apres addition d'un alcool 
et on recristallise le sel s6par^ dans un alcool aqueux. 



t • • 8 
• • • S 



» ^ - ^ 



2. - Precede sulvant la revendication 1, carac- 
tiris6 en ce que l»alcool est de l»e-ttaanol. 

3. - Eroc6d6 suivant l»une des revendications 

1 et 2, caracterise en ce que le chondroltine-sulfate de 
metal alcalin ou de metal alcalino-terreux obtenu est 
transform^ en acide chondroltine-sulfurique litre par 
^lution de la solution aqueuse du sel sur une r^sine 
^changeuse de cations, concentration de I'^luat Jusqu'a 
une teneur en acide de 10^, addition d«un carbonate de 
m^tal alcalin ou de metal alcalino-terreux, precipita- 
tion du chondroltine-sulfate forme par addition d'un 
alcool et separation du precipit6 par centrifugation. 

4. - Procede suivant I'une des revendications 

1 & 5, caracteris^ en ce que le carbonate adoute est le 

carboiaate de calcium. 

5. - Proced^ suivant la revendication 4, carac- 
terise en ce que l«eluat est concentre sous pression 
rdduite a une temperature inf^rieure h. kO^C, 

6. - Precede suivant I'une des revendications 
1 2i 5, caract&-is6 en ce que 1» acide trichlorac^tique 

et 1» acide chlorhydrique sont ajoutds en des proportions 
suffisantes pour obtenir une concentration 0,5 molalre 

en chacun des acides* 

7. - Erocdde suivant I'une des revendications 

1 k 6, caract&-is6 en ce que la separation du chondroE- 
tine-sulfate de calcium est provoquee par addition de 
6 volumes d Methanol aqueux a 955^. 
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8.- Precede suivant la revendication 3, 
caracterise en ce que le chondroltine-sulfate de calcivmi 
prepare est utilise poxar. I'obtention d^tm clxondroltine- 
sulfate de sodiiam, dont la precipitation est provpquee 
par addition de 6 volumes d'ithanol aqueux k 95fow 

9*- ProcSdg suivant l'\me des revendications 
1 & 8^ caracterise en ce que la solution de depart est 
constituee de I'eluat d'une solution d»un chondroltine- 
sulfate sur une colonne d'une r^sine echaxigeuse de ca- 
tions • 

10.- Precede suivant la revendication 9f carac- 
terise en ce que la resine echangeuse de cations est 
vine resine Dowex 50W-X1. 

11 Precede suivant l»une des revendications 
1 a 9y caracterise en ce que la solution de depart con- 
tient environ ou est concentree jusqu'a une tenexir 
d« environ 105^ en poids d'acide chondroltine-sulfurique. 

12. ^ Precede de preparation d'un chondroltine- 
sulfate de metal alcalin ou de metal alcalino-terreux 
de has poids moleculaire, en substance ^ tel que decrit, 
en particulier dans 1* temple. 

13. - Chondroltine-sulfate de metal alcalin ou 
de metal alcalino-terreux de has poids moleculaire» pre- 
pare par le precede suivant I'une des revendications 1 

a 12. 

14. - ChondroEtine -siilfate de metal alcalin ou 
de metal alcalino-terreux suivant la revendication 13, 
caracterise par un poids moieculaire compris entre^^pOO 

et 6000. BRUXELLKL le "T^'^^^^^^^ju- 
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